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烙铁 头 蛇毒 血小板 
聚集 素 (TMVA) 的 生化 性 质 
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ii 要 


用 DEAE A-50 HES AMBER (Trimeresurus mucrosquamtus) 
蛇毒 中 分 离 出 一 个 能 诱导 血小板 聚集 的 组 分 ( 亚 蜂 )， 随 后 经 Sephadex G-75, 
Bio-gel 等 柱 层 析 纯 化 ， 得 到 湖南 烙铁 头 蛇 毒 血 小 板 聚 集 素 ,简称 TYMYA。 经 聚 
FARRER, FHM, OTR, AERAR NAM, SHEL RIL 
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体 ， 含 有 1,8% 的 中 性 糖 ，0.5% 的 唾液 酸 及 3.75% 的 己 糖 胺 。 其 等 电 点 为 
5,2， 由 562 个 氮 基 酸 残 基 组 成 ，N 一 末端 氨基 酸 残 基 为 门 冬 氨 酸 《Asp 》 分 子 
晤 为 68,000， 两 种 亚 基 的 分 子 量 分 别 为 13,700 和 12,000， 纯 化 后 的 TMVA 不 具 
有 粗 毒 中 的 何 任 醇 活性 。 
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要 工具 ， 目 前 各 国学 者 先后 从 蛇毒 中 分 离 到 近 百 种 血小板 活化 素 ， 求 属 不 同 活化 途径 。 
但 最 引 人 注 目的 是 第 三 条 活化 途径 的 聚集 诱导 剂 ， 这 方面 仅 法 国 Yargaftig 1982 年 从 南 
美 响尾蛇 愁 怖 亚 种 分 离 到 convulxin A Ouyang 1983 年 从 棕 点 竹叶青 中 分 离 PAS， 1980 
Ouyang 对 台湾 产 烙 铁 头 蛇毒 聚集 组 分 作 了 分 离 纯化 及 其 性 质 的 研究 ， 报道 了 它 的 分 子 
量 和 氮 基 酸 的 组 成 等 ， 但 未 报道 其 由 不 同 分 子 量 的 两 种 亚 基 组 成 及 末端 氮 基 酸 残 基 。 本 
文 对 湖南 产 烙 铁 头 血小板 聚集 素 的 理化 性 质 进行 研究 。 
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材 料 


烙铁 头 蛇 毒素 采 自 调 南 ， 冻 干 后 低温 保存 备用 ，PDEAE A-50, Sephadex G-75, 
DEAE bio-gel A Pharmacia = m, FMAPAES, HRA. PRAM, REAM, 


核糖 核酸 酶 及 Ampholine (pH 4—10, 4—6) 均 为 生化 所 东风 生化 试剂 厂 产 品 ， 其 他 
为 国产 分 析 纯 试剂 。 


方法 和 BR OR 


(—) 接 前 文王 婉 瑜 等 (1983) 方 法 分 离 得 到 的 TMVA 粗 制品 ， Sephadex G-75, 


DEAE bio-gel 等 纯化 得 到 单一 蛋白 峰 ， 见 图 1 、2 、3 ， 将 得 到 的 单一 蛋白 峰 作 电泳 
和 活性 检查 。 
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Fig 1. DEAE Sephadex A-50 coluan chromatography 
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分 离 胶 C = 2.6%, T= 6%, Tris-HCl aw, pHs. Ac, 浓缩 胶 用 C =2.6%, 
T= 3%, Tris-HCl mom, pHé.7 ACK, HRB, Tris-H SM pHs. 3H lO HR, 
MPAA WARY, WH 20mA ， 电 泳 时 间 5 小时， 电泳 完毕 后 ， 取 出 
其 胶 放 入 10% 三 所 醋酸 固定 后 加 考 马 氏 兰 染色 液 染 色 4 小 时 ， 再 用 10% 三 所 醋酸 脱色 至 


HiT ES, He ke BS RH CTMV A) AE HE 3 


胶 板 清晰 ， 电 泳 结果 显示 二 条 染色 带 见 图 4 CA o 

将 粗 带 和 细 带 分 别 取出 捣 碎 用 燕 饮水 浸泡 提 取 2, 000rmp 离 心 10 分 钟 ， 取出 分 别 用 免 
子 的 富 血小板 血浆 《PRP) 测定 血小板 的 聚集 活性 结果 ， 细 带 制 品 活性 强 ， 见 图 5， 将 
细 带 和 粗 带 制品 人 秃 别 再 进行 电泳 结果 ， 又 出 现 两 个 带 ， 位 置 和 第 一 次 电泳 时 的 两 条 带 重 
合 ， 见 图 5、 
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Fig 4. Polyacrylamide gel electrophoresis Fie &, Platelet aggregation activity of 
af the purified TMVA TMVA and the electroph’ oresis 
preparation J, [ 
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1, 定 性 鉴定 ” 按 本 文 聚 丙烯 酰胺 电泳 方法 在 电 瀛 后 , 12.5% TCAR 605} 
ot, FARK RES 1 % 过 碘 酸 的 3 % 栈 酸 溶液 中 氧化 2 小 时 ， 经 水 洗 除 去 过 量 
的 试剂 ， 移 至 试 液 中 ， 加 入 Sch 放 试剂 ， 置 暗 处 反应 LA, ERREEN HCR 
1 % 偏 重 亚硫酸钠 溶液 中 ， 初 去 诡 色 后 ， 结 果 显 示 粉 红 条 带 ， 表 明 TMVA 为 糖 蛋 日。 

2, 定 量 测定 ”全 中 性 已 精 测 定 ， 取 1 毫升 样品 《400ug ) 溶液 ， 加 1 毫升 5 He 
KERKE, MEMWA 5 毫升 浓 硫 酸 ， 混 合 均匀 ， 放 置 10 分 钟 后 于 波长 490nm 处 比 色 
测定 。 以 不 同 浓度 的 D 一 葡萄 精 作 标准 曲线 ， 计 算得 TMVYA 的 中 性 已 糖 含量 约 为 1.8%%， 
四 唾液 酸 测 定 ， 2 毫升 样品 《400hg ) 溶液 置 于 磨 口试 管 中 加 2 毫升 间 苯 二 了 酚 试 剂 

( 取 2 % 间 茶 二 酚 10 毫 升 , 浓 盐 酿 80 毫 升 ，0.1M CuSO,，0.25 毫 升 ， 加 水 补充 到 100 毫 
升 ) ， 用 无 样品 的 上 述 深 液 作 试 剂 空白 对 照 。 置 沸水 浴 中 加 热 15 分 钟 迅速 水 浴 冷 却 ， 然 
后 加 入 5 毫升 异 戌 醇 ， 剧 烈 振 据 后 于 1,000 rmp 离心 2 一 3 分钟， 以 抽 提 反应 后 的 有 色 
物质 ， 吸 取 上 层 有 机 相 于 波长 580 am 处 比 色 测定 ， 以 各 种 浓度 的 N 一 乙酸 唾液 酿 作 标准 
上 蝴 线 。 结 果 计 算得 出 TMVA 中 唾液 酸 含 量 为 0.5%。 图 已 糖 胺 测定 ， 样 品 1 mg EFKE 
兽 中 ， 加 1 毫升 4 入 盐酸 ,真空 封 管 ， 于 100°C 水 解 5 小时。 取出 后 真空 干燥 浓缩 至 干 ， 
样品 用 少量 水 溶解 后 ， 上 于 Zerolite 225* 型 阳离子 交换 树脂 柱 ( 福 栖 积 为 LID 。 然 
后 先 用 5 SAE, HO 毫升 2 盐酸 洗 下 己 糖 胺 ， 旋 转 燕 发 浓缩 至 干 ， 用 1 毫升 
水 溶解 后 转移 到 磨 口 塞 试管 中 。 加 1 毫升 配 于 1 N 碳 柄 钢 中 的 2 % 乙 酰 两 阳 ， 在 90"0 水 
浴 中 加 热 45 分 钟 。 冷 却 后 加 4 毫升 95% 乙醇 ， 混 匀 后 再 加 工 毫升 对 二 甲 基 氢 基 Æ RE 

《271ng 将 于 10 毫 升 1 : 1 的 乙醇 / 浓 盐 酸 中 ) 。 1 小 时 后 于 波长 540nm 处 E A. HE 
种 浓度 的 N 一 忆 攀 葡萄 精 作 标准 曲线 。 计 算 结 果 得 出 TMVAA 中 己 糖 胺 含量 约 为 3,75%。 
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(四 》 分子量 的 测定 


1. Sephadex G-75 凝 腕 过 滤 凝 胺 柱 100 x 1 厘米 ， 用 0.0247 NaHCO,, pH7.2 
缓冲 液 加 0.24f NaCli 平 衡 ， 流 速 30 毫 升 了 小 时 ， 以 280 nm 蛋 眼 监测 仪 测定 蛋白 吸收 峰 ， 
样品 及 标准 蛋白 (ARERE, DEAR. SEAM, BEAR. FIHARA), & 
3 mg， 各 流 于 1.5 毫 升 缓冲 液 中 分 别 上 柱 ， 以 蛋白 分 子 量 的 对 数 凝 胶 过 滤 柱 洗 脱 体积 作 
图 ， 见 图 6 求 得 TMYA 的 分 子 量 为 68, 000, 

2. PH8.9 SDs 一 人 聚 再 烯 酸 胶 凝 胶 电 泳 DAR: C=2.6%, T =14%, pH8.9, 
Tris-HC1 缓 冲 液 加 0.1% SDS 配 胶 , RARE. C = 2,6%，T = 3%, pH6.7, Tris-HCl 
冲 液 加 0.1% SDS， 配 胶 。 电 极 缓 冲 液 为 pH8.3，0.0547 甘氨酸 组 冲 波 加 0.1% SDS, 
样品 100 WREE BRR, REAM, SRAM, DEAS. PIAA 
Ad, AIRAA 1% SDS, O14 RECEP IR, HKR 3 Oa LE 
电压 75V 电 流 强 度 20 A, 历时 电泳 5.45 小 时 ,用 10%% 三 氯 醋酸 固定 ， 考 马 氏 兰 染 色 ， 染 色 
Ri ARRA, KARLA, KE, 按 栖 积 配 成 1, 000 上 毫升 ， 取 一 半 加 250mg SH 
氏 兰 另 一 兴 作 脱色 液 。 测 得 各 样品 电泳 的 迁移 率 对 蛋 魏 质 分 子 景 的 对 数 作 图 ， 见 图 6 ， 
降解 成 两 种 不 辣 分 子 量 的 亚 基 ， 分 别 为 12, 000 和 13,700。 


(五 ) 等 电 点 的 测定 


LIME REST, BRC = 2.6%，T= 6 % 加 入 2 TERR I R iE Ampholine 
(PH4—6) 上 糟 负极 、 电 极 洲 让 为 0.5% 乙醇 腕 ， 下 梢 正极 , 电极 溶液 为 0.2% 琉 酸 ， 
样品 100ug， 深 于 含有 2 HK Ampholine (pH4 一 10) MBO“ RMR, HE 
管 1 毫 安 ， 电 压 50Y， 电 访 在 低温 室 《4"C) 内 进行 20 小 时 ， 一 份 用 ? “HES 
E BEURRE (7 吼 三 氯 醋酸 ，40% 甲醇，0.125 闻 考 妃 氏 兰 )， 另 一 份 直接 用 微 电 
型 接触 电极 直接 测定 pI 值 ， 测 定 TMVA 的 等 电 点 为 5.2。 


(A) N 一 末端 揽 基 柄 分 析 


用 DABITC 法 10nM TMVYA 溶 于 20 微 升 67% 了 吡 喀 ， 双 蔬 水 中 ， 再 加 入 40 微 升 无 水 吡 
有 给 ， 通 入 氮气 ， 播 名，50°C 保 温 45 分 钟 ,然后 用 3 xTI00 微 开 庚 烷 / 乙酸 乙 酯 (3:1V7Y)， 
提取 去 除 过 量 试 剂 和 楼 产物， 下 层 液体 在 50*C， 用 氮 欢 和 于， 加 50 微 升 三 所 醋酸 于 50?C 裂 
解 12 分 钟 ， 抽 干 ， 用 甲 醉 抽 提 三 次 ， 合 并 抽 提 液 ， 再 在 50*C 通 所 气 吹 于 ， 加 20 微 升 50% 
三 气 醋 酸 ， 于 50°C 保 温 50 分 钟 进行 转化 后 ， 通 氮 吹 于 ， 深 于 5 微 升 乙醇 ， 取 1/10 在 聚 酰 
肪 洲 膜 上 层 析 鉴定 ， 甫 明 TMVA 的 N 一 末端 氨基 酸 为 门 冬 握 醇 ， 见 图 7 。 


Ct) MERA i 


SE ATT MV APE GA 200RE TEAR AO. SÆR, SO.TNEMIKARECLM, RAK SH 
闭 试 管 ， 置 110cC 水 解 24 小 时 ， 燕 于 后， 用 氮 基 酸 自动 分 析 仪 〈 Hitacli 835 W) 进行 定 
量 测定 。 见 表 I 。 结 果 指 出 TMVA 是 由 562 个 氢 基 酸 残 基 组 成 。 
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liig 6. Molocufur Weight Delerminatlon of TMYA 
A. Bovine serum albumin B. Ovalbumin 
C., Pepsin D. Trysin E. RNase 


CN) 酶 活性 测定 


TMVA 纯 品 200 微 克 ， 粗 毒 夺 毫 克 分 别 测定 核 荫 焦 磷 酸 酶 ， 5 "一 核 苍 酸 酶 ， 精 氨 酿 
Nike, AKA, L—-REBAILE, R=, ARISE, IRER, WER 
Ao Wein CER, 1983) ， 测 定 结果 TMV AB SE ie He ER AE eS 
性 ， 见 表 2 。 


讨 论 


TMVA 是 一 个 由 两 种 不 同 分 子 量 亚 基 组 成 的 糖 蛋 白 聚 合体 。 等 电 点 为 5,2 其 分 子 由 
562 个 氨基 酸 残 基 组 成 ，N 一 末端 氨基 酸 残 基 为 门 冬 氨 酸 ， 分 子 量 为 68,000， 两 种 亚 基 
的 分 子 量 分 别 为 12,000 和 13,700， 纯 化 后 的 TMYVs 不 具有 粗 毒 中 的 任何 酶 活性 。 

纯化 的 TMVY AR Pais BE HK, SS a, AFR a h 
VETS) RRA, AH: MEERA, TMVAZ RRR EL KS 
FTRS ee SE AE ERA. RAR PWR HK 
间 是 与 何 种 价 键 结合 ， 有 待 进 一 步 的 工作 研究 。 

TYA 的 一 末端 氨基 酸 测 定 的 图 谱 显示 出 一 个 氨基 酸 显 色 点 ， IER M 位 
置 ， 然 而 ，TMYA 聚 人 台 体 已 被 证 明 由 两 种 不 同 分 子 量 的 亚 基 组 成 ， 故 认为 此 两 种 亚 基 
AREER N RRA (Asp) 。 

TMYA 的 各 种 生化 性 质 的 测定 表明 与 Duyang 等 报道 的 台湾 烙铁 头 壬 小 板 府 集 素 相 
比 ， 虽 然 两 漠 分 于 量 ， 等 电 点 相近 ， 但 氮 基 酸 残 基 组 成 的 数量 有 所 差异 ， 含 精 量 差别 更 
x, WHI, 

从 对 血小板 作用 机 制 研究 结果 表明 , Ouyang i f PSR RSE E A} BS Ay a RR OK A 
导 的 血小板 梨 剑 作用 受 阿 司 匹 林 、 消 炎 痛 抑制 ， 丙 此 提出 它 可 能 通过 激活 血小板 前 列 腺 
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Table 1, Comparson cf Amino acid composition of two Dlatetict Aggregation 














Amino acid TMV A<Hunan} Taiwan" 
Asp 80 24 
Thr 32 12 
Ser 68 63 
Clu gt 49 
Guy 41 65 
Ala 31 23 
Val 36 9 
Met 9 34 
ile 14 6 
Leu 24 9 
Tyr 31 5 
Phe 29 4 
Lys 39 21 
His 7 0 
Ary 12 ù 
Pro 15 16 
‘ Trp 5 3 
+Cys a 0 
Total residues 562 343 
Isoelectric paint 5.2 5.4 
Carbohydrates per molecule 6.05% 5054 





« Ouyang, C, Wang, J. P. and Teng, C. M. 1980. A potent platelet aggregation inducer 
purified from Trimeresurus mucreosquamatus snake venom. 630, 246—253 


Table 2. Comparison of enzymatic activities among the crude venom and purified fractions 


Enzymetic activities Crude eee Pet i I Pure TMVA 
Arginine ester hydrolase + + 一 - 
Proteolytic enzyme + ~ = z 
L-amino acid oxidase + ~ = 7 
5 +-Nucleolidase + + 4 m 
Phosphodiesterase + - f 
ATP ase + + + 2 
Nucleotide pyrophosphatase + + + - 
Phosphmonoesterase + - = a 
Phospholipase A + ~ = = 





i Ti ERAN: BR Sk t AB mL ARE I CT MV AD EE tE ? 


z (PG) St, ALT NA ,而 诱导 血小板 活化 聚集 。 而 我 们 从 湖南 产 的 燃 铁 头 蛇毒 中 分 
离 的 TMVA 与 Duyang 从 台湾 烙铁 头 蛇毒 中 分 离 的 血小板 聚集 素 不 同 , ARS, ME 
匹 林 抑 制 。 巴 斯 德 研 究 所 Marjlas 报 道 的 从 南美 响尾蛇 (Crofafas durissus cascavelia) 
中 分 离 纯化 到 的 血小板 聚集 素 - 一 - Convullxin， 他 的 研究 结果 显示 Convulxin 可 能 是 由 
分 子 量 非 常 接近 的 二 种 亚 基 (two types of subunits) 组 成 的 聚合 体 ， 而 且 是 一 个 含 糖 量 
为 4.8% 的 精 蛋 白 。 据 巴 斯 德 研究 所 的 Vargaftig 报 道 它 不 依赖 ADP 和 TXA, BHR, 

Convulxin 与 TMVA 之 间 有 何 异 同 我 们 将 进一步 作 比 较 研 究 。 
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STUDIES ON BIOCHEMICAL PROPERTIES 
OF THE PLATELET AGGREGATION INDUCER FROM 
TRIMERESURUS MUCROSQUAMATUS VENOM 
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By means of DEAE sephadex A-50 Column chromatography, we found 
a principle from the venom of Trimeresurus mucrosquamatus in Hunan Provi- 
nee, China, which could induce platelet aggregation. By employing sephadcx 
G-75, Bio-gel column chromatography, we have purified the platelet aggregation 
(TMVA). From the data of polyacrylamide gel electrophoresis, amino acid 
composition, molecular weight, isoelectric point, N-terminal amino acid residue 
and carbohydrate determinations, TMYA shows that it is composed of two 
types of subunit which have different molecular weights it is a glycoprotein, 
which contains 1.8% hexose, 0.5% sialic acid and 3.75% hexosamine, It's 
isoelectric point is 5,2, molecular weight is about 68,000 composed of 562 
amino acid residues and the N-terminal amino acid is a aspartic acid, The 
respective molecular weights of two types of subunit are 13,700 and 12,000. 
The purified TMYA has no any enzymatic activity known in crude venom, 
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